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COMPOSITION PHARMACEUTIQUE POUR LE DIAGNOSTIC, LA 
PREVENTION OU LE TRAITEMENT D ' UNE PATHOLOGIE TUMORALE , 
COMPRENANT UN AGENT MODUL AT EUR DE L'ETAT DE POLYMERISATION 
DE L ' ACTINE . 

La presente invention concerne le domaine de la 
cancerologie, elle s'appuie sur les observations de la 
modification des certaines caracterist iques phenotypiques 
cellulaires liees a la structure du cytosquelette , telles 
que 1' adherence et la motilite, des cellules lorsque 
lesdites cellules evoluent vers un phenotype tumoral. 

Ces caracterist iques phenotypiques sont liees a 
la structure du cytosquelette desdites cellules dont la 
stabilite est assuree par la polymerisation des reseaux 
d'actine qui le constituent. 

L' invention est basee sur la correlation 
observee par la demanderesse entre la sous -expression de 
genes intervenant dans la stabilisation du reseau d'actine 
du cytosquelette des cellules, comme par exemple la sous- 
expression du gene de la zyxine et la transformation 
phenotypique d'un phenotype normal versus un phenotype 
tumoral desdites cellules. 

L' invention est aussi basee sur la mise en 
evidence, grace aux travaux experimentaux realises, que 
1 7 administration d'une composition pharmaceut ique capable 
de stabiliser le reseau d'actine du cytosquelette de la 
cellule, comme par exemple des composes induisant la 
surexpression du gene de la zyxine dans une cellule 
comportant un phenotype tumoral provoque la reversion 
phenotypique de ladite cellule vers un phenotype normal. 

Ces resultats ont permis de comprendre que la 
structurat ion du cytosquelette via la dynamique de la 
polymerisation de l'actine joue un role essentiel dans le 
maintien du phenotype tumoral invasif et que par consequent 



une action pharrnacologique ayant pour consequence une 
augmentation de la quantite d'actine F a l'etat 
stationnaire dans une cellule tumorale constitue un moyen 
de diminuer le caractere invasif de la cellule maligne, 
voire de retablir un phenotype normal. 

Ainsi, 1' invention a pour objet 

1 ' identification de composes capables de moduler l'etat de 
polymerisation de l'actine et 1 ' utilisation desdits 
composes pour la preparation de medicaments utiles pour le 
diagnostic, la prevention et/ou le traitement de 
pathologies tumorales . 

De tels composes capables de stabiliser le 
reseau d'actine peuvent etre par exemple des inhibiteurs de 
la cofiline qui est une enzyme connue pour son action sur 
le mecanisme de depolymerisat ion de l'actine F, sous sa 
forme active (cofiline dephosphorylee ) elle induit la 
rupture d' helices et favorise la depolymerisation de 
l'actine F. 

L ' identification des genes impliques dans la 
transformation tumorale et dans le maintien du phenotype 
malin est un des elements prealables a la conception de 
nouvelles approches therapeut iques des pathologies 
tumorales. Les approches experimentales pertinentes 
necessitent la disponibilite de materiels biologiques 
constitues notamment de couples du type "lignee 
normale/lignee tumorale" ou w tissu normal/tissu tumoral". 
Ces couples permettent la realisation de mesures 
d' expression dif f erent ielle . 

Cependant , ces approches presentent des 
inconvenient s , car la relevance des resultats depend du 
caractere significatif des couples utilises. Les lignees 
doivent presenter un phenotype bien caracterise. Elles 
doivent presenter un phenotype immortel non tumoral et la 
transformation maligne des lignees immortelles devrait etre 



induite par un evenement genetique unique. Enfin, on doit 
pouvoir obtenir aisement des revertants phenotypiques . 

Les modeles les plus pertinents sont fournis 
par les phenotypes tumoraux induits par des proteines 
oncogenes de fusion telles que BCR-Abl, PML-RAR qui 
conduisent a des phenotypes leucemiques ainsi que EWS-Fli- 
1, responsable du sarcome d'Ewing. 

Le sarcome d'Ewing est une tumeur d'origine 
neuroectodermique qui se caracterise par une translocation 
chromosomique impliquant la bande ql2 du chromosome 22 
remaniee avec la bande q24 du chromosome 11 : t(ll ; 22) 
(q24 ; ql2) (Turc-Carel et coll., 1984) conduisant a la 
formation d'un gene chimere associant le protooncogene EWS 
a un membre de la famille des genes ETS . Les points de 
cassure associes a la translocation majoritaire t (11 ; 22) 
sont localises dans une region de 7 kb appartenant au gene 
EWS pour le chromosome 22 et une region de 5 0 kb 
appartenant a FLI-1 pour le chromosome 11 (Zucman et coll., 
1993) . Le resultat de cette translocation chromosomique 
genere un derive du chromosome 22 ou la partie 5' du gene 
EWS est associee a la partie 3 f du gene FLI-1 {Delattre et 
coll . , 1992) . 

Le gene de fusion exprime la proteine chimere 
EWS-FLI-1 possedant des proprietes oncogeniques. Ainsi, la 
proteine chimere EWS-Fli-1 est capable de transformer des 
fibroblastes murins de type NIH3T3 en culture (Ohno et 
coll., 1993) et d'induire des tumeurs chez la souris 
"nude". L ' association des domaines N- terminal de EWS et C- 
terminal de FLI-1 est necessaire a son pouvoir transformant 
(May et coll . , 1993) . 

Dans le cadre de la presente invention, il a 
ete developpe un modele d' etude constitue d'une part par 
des fibroblastes NIH3T3 murins normaux, immortels non 
tumoraux et d' autre part par des fibroblastes exprimant la 
proteine de fusion EWS-Fli-1 d'une maniere constitutive et 



presentant un phenotype tumoral chez la souris nude. Ce 

couple de cellules permet d'effectuer une evaluation de 

1' expression dif f erent ielle caracterisant 1 ' acquisition du 
phenotype tumoral . 

Cette evaluation a ete faite a l'aide du w cDNA 
micro-array " de Clontech permettant d'apprecier 
simultanement 1' expression de 588 genes. 

Dans une deuxieme etape, des revertants 
phenotypiques stables ont ete obtenus en infectant les 
cellules transf ormees par des vecteurs retroviraux codant 
pour des ARN antisens diriges contre le gene de fusion 
oncogene. Un deuxieme couple de cellules (cellules 
tumorales/cellules revertantes non tumorales) a ete ainsi 
obtenu et a pu faire 1'objet d'une etude d' expression 
dif f erentielle . 

Les experiences realisees dans le cadre de la 
presente invention ont ainsi permis d' identifier des genes 
dont la variation d' expression est liee a 1 7 expression de 
la proteine oncogene et a la nature du phenotype, de fagon 
a fournir de nouveaux moyens de traitement, de prevention 
ou de diagnostic, des cancers. 

Parmi les experiences effectuees dans le cadre 
de la presente invention, 1 7 immunocolorat ion des filaments 
d'actine sur des fibroblastes montre que la transformation 
maligne desdits fibroblastes mediee par une proteine 
chimere EWS-Fli-1 se traduit par une profonde modification 
de la morphologie des fibroblastes avec notamment une 
diminution des points focaux. Ceci s'accompagne d'un 
remodelage du cytosquelette et notamment des reseaux 
d' actine polymerisee . 

En particulier il est demontre que le phenotype 
tumoral est influence par le taux d' expression de la zyxine 
et que la sous-expression du gene de la zyxine est une 
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condition suffisante pour transformer un fibroblaste normal 
en fibroblaste tumorigene . 

On connait que la zyxine est une proteine 
5 comprenant des domaines LIM presente dans les plaques 

d ' adherence focale des fibroblastes et les lamellipodes des 
cellules d'eucaryotes superieurs. Ces motifs LIM, en forme 
de doigt de zinc sont impliques dans les interactions de 
type proteine-proteine . (Scheimechel et al . 1994. " The LIM 
10 domain a new structural motif found in zinc -printer- like 

proteins ". Trends Genet. 10: 315-320. 

La zyxine est impliquee dans la regulation de 
la polymerisation des filaments d'actine et a des 

15 proprietes structurales et f onct ionnelles en commun avec 

ActA de Listeria (Golsteyn et coll., 1997). La zyxine est 
supposee agir comme intermediaire d'ancrage entre la 
membrane plasmique via 1 ' a— actinine et les integrines et 
les filaments d'actine. Elle est clairement impliquee dans 

20 1 ' architecture du cytosquelet te , 1 ' adherence et la motilite 

cellulaire (Crawford et Beckerle, 1991) . Structurellement 
la zyxine comprend une region N- terminal riche en proline, 
un peptide signal d' exportation nucleaire (NES) , ainsi que 
des regions riches en acides amines Histidine et Cysteine 

25 formant les motifs LIM dans la partie C-terminale. (Sadler 

et al . 1992. 11 Zyxin and cCRP : Two interactive LIM domain 
proteins associated with the cytoskeleton " . J. Cell. Biol. 
119: 1573-1587) . 

30 Le mecanisme de la tumorigenese zyxine - 

dependante implique des modifications de la motilite, de 
1' adherence et de la signalisation liee aux interactions 
cellules-cellules et cellules -matrice extracellulaire . 

35 L' analyse de profils d' expression 

dif f erentielle effectuee avec le modele d' etude ci-dessus, 
a permis de verifier que les modifications morphologiques 
dependantes de 1' expression d'une proteine chimere EWS-Fli- 



1 sont correlees aux variations d' expression du gene de la 
zyxine . 

II a ete ainsi constate que la diminution de 
1' expression du gene de la zyxine, implique dans la 
stabilisation du reseau d'actine intervenant dans 
1 ' organisation du cytosquelette cellulaire est directement 
liee a 1 ' acquisition et le maintien du phenotype tumoral et 
que 1' induction de la surexpression desdits genes conduit a 
la reversion du phenotype tumoral. 

Ainsi, 1' invention a pour objet de fournir de 
nouvelles compositions pharmaceut iques pour le traitement 
et la prevention des cancers comprenant des composes 
capables de stabiliser le reseau d'actine du cytosquelette 
d'une cellule pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention des cancers. 

Ces travaux ont aussi conduit au developpement 
d'une methode d' identification de composes ant i - tumoraux 
capables de stabiliser le reseau d'actine du cytosquelette 
d'une cellule, basee sur la detection de la reversion du 
phenotype tumoral lie a 1' expression de la zyxine. 

La presente invention a done pour objet une 
composition pharmaceut ique pour le traitement, la 
prevention ou le diagnostic d'une pathologie tumorale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un agent actif capable 
de stabiliser le reseau d'actine du cytosquelette d'une 
cellule choisi dans le groupe comprenant : 

- la proteine zyxine 

- une molecule d'acide nucleique comprenant ou 
constitute par le gene de la zyxine, un fragment de celui- 
ci ou leur sequence complement a ire , ou un acide nucleique 
anti-sens de ceux-ci, 

une cellule ou un ensemble de cellules 
surexprimant le gene de la zyxine ou une proteine codee par 
un fragment de celui ci. 

- un inhibiteur de la cofiline. 



Definitions 

Dans le cadre de la present e invention on 
entend par fragment de la zyxine tout fragment 
polypeptidique de celle-ci capable de conserver la fonction 
biologique de la zyxine et en particulier sa fonction de 
stabilisation du reseau d'actine du cytosquelette . 

On entend par fragment du gene de la zyxine, 
tout fragment d'acide nucleique de la zyxine et en 
particulier les ADNc dudit gene codant pour la zyxine et/ou 
les differents domaines fonctionnels de celle-ci, tels que 

ceux codant pour: 

- la region N-terminal de la proteine riche en 

proline, 

- le signal d' exportation nucleaire (NES) 

- les regions formant les motifs LIM dans la 
partie C-terminale. 

On entend par derive du gene de la zyxine tout 
acide nucleique modifie chimiquement , ou par recombinaison 
genetique mais conservant la fonction dudit gene, notamment 
sa capacite a coder pour un polypeptide, lorsqu' il est 
exprime dans un note approprie, qui conserve les fonctions 
biologiques de la proteine zyxine et en particulier sa 
fonction de stabilisation du reseau d'actine du 
cytosquelette cellulaire. Des telles modifications 
comprennent par exemple, la modification, addition ou 
suppression de bases, par fusion avec d'autres acides 
nucleiques, comme par exemple des elements regulateurs , . ou 
des molecules chimeres comprenant des ADNc heterologues 
obtenues par fusion des ADNc correspondants selon des 
techniques connues de 1 ' homme du metier. 

On entend par derive de la proteine zyxine tout 
polypeptide modifie, par exemple chimiquement par 
association avec des groupement chimiques fonctionnels, 
lesdits groupements chimiques fonctionnels etant choisis 
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parmi les groupements capables de realiser le couplage de 
ladite proteine ou d'un fragment de celle-ci soit a 
d'autres molecules, comme par exemple des marqueurs, de 
proteines porteuses en vue de la fabrication d'un 
5 immunogene, des enzymes, soit sur des supports sol ides, 

tels que des supports mineraux, ou des polymeres 
organiques-. 

Un premier mode de realisation de 1 7 invention 
10 concerne une composition pharmaceut ique comprenant la 

proteine zyxine ou un fragment fonctionnel de celle-ci. 

Selon ce premier mode de realisation, la 
composition pharmaceut ique de 1' invention comprend la 

15 proteine zyxine ou des fragments fonctionnels de celle-ci 

associes a des vecteurs de transport choisis parmi le 
groupe comprenant des : 

systemes lipidiques tels que les liposomes 
anioniques ou neutres, et notamment le liposomes a base de 

20 phosphat idylcholoine (PC) ou dioleylphosphatidylcoline 

(DPE) , les liposomes cationiques, notamment les liposomes a 
base de bromure de dioctadecyldimethylammonium (DODAB) le 
bromure de dioleyloxypropyl-trimethylammonium (DOTMA) , le 
DOGS (Transf ectam®) , le DDPPES etc., des emulsions 

25 cationiques telles que les emulsions a base d'huile de soja 

et de 1,2 diolcoyl -glycero-3 - trime thylammonium propane 
(DOTAP) , etc . 

- systemes particulaires : a titre d' exemple et 
30 de maniere non limitative, on peut citer soit des 

micropart icules a base d'acide poly (lactide co-glycolide ) 
(PLG, de bromure de cetylmethylammonium (PLG-CTAB) , de PLG- 
PEI,ou de microparticules a base de PLG-poly-L-Lysine etc., 
soit des nanopart icules a base de chitosan, de 
35 nanoparticules de PLG, de gelatine, etc. 

systemes polymeres ou polyplex a base de 
poly-L-Lysine , de poly-ethyleneeimine (PEI) les dendrimeres 



polyamidoamines, des polymeres cationiques tel-j»J. 
chitosan, le DEAE-dextrane , des copolymers de TMAEM 
(trimethylammonium ethylmetacrylate) et de 
hydroxypropyl) me thacryl amide (HPMA) , 

- systemes peptidiques comme le peptide RAWA 

- antibiotiques polyeniques cationiques comme 
les derives cationiques de 1 ' Amphoteric ine B. 

Avantageusement, dans la composition 

pharmaceutique de 1' invention, la zyxine est associee 
audits vecteurs de transport intracellulars par des 
liaisons chimiques covalentes ou, non covalentes. 

On deuxieme mode de realisation de 1' invention 
concerne une composition pharmaceutique comprenant comme 
aqent actif une molecule d'acide nucleique comprenant un 
ADNc du gene de la zyxine, un fragment ou un derive de 
celui-ci . 

Selon ce deuxieme mode de realisation, la 
composition pharmaceutique comprend un acide nucleique 
comprenant un ADNc du gene de la zyxine, un fragment ou un 
derive de celui-ci associe a un vecteur d'expressxon 
recombinant viral ou a un vecteur de transport non-vxral de 
type particulaire . 

Dans le cadre de 1' invention on entend par 
association entre 1 ' agent actif et le vecteur de transport, 
soit la fixation dudit agent actif sur le vecteur de 
transport, comme par exemple par des liaisons non 
covalentes, par exemple de type hydrophobes, ou par des 
liaisons chimiques covalentes au moyen d' agents de couplage 
ou non, selon des techniques bien connues de 1 ' homme du 
metier, soit 1' insertion dudit compose actif dans un 
vecteur d' expression recombinant viral ou bacterien. Dans 
ce dernier cas, le compose actif est amene jusqu'a sa cxble 
soit par infection avec des particules virales exprimant 
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ledit compose actif, soit par transfection avec des 
vecteurs d' expression recombinants capables d'exprirner le 
compose actif lors de leur integration dans ladite cellule 
hote . 

5 

Avantageusement , la composition pharmaceut ique 
de 1' invention comprend un vecteur d' expression viral 
recombinant comportant des elements necessaires au controle 
transcriptionnel ainsi qu'au controle de la traduction de 
10 la sequence d'un ADNc du gene de la zyxine lorsque ledit 

vecteur d' expression est introduit dans des cellules cible . 

Avantageusement, la composition pharmaceutique 
de 1' invention comprend un vecteur d' expression viral 
15 recombinant comportant des sequences de regulation, telles 

que des promoteurs constitutifs ou induct ibles, voire des 
sequences non-codantes du gene de la zyxine, permettant 
1' expression de la zyxine dans les cellules de l'hote 
auquel est administree la composition de 1' invention. 

20 

Avantageusement, la composition pharmaceutique 
de 1' invention comprend un vecteur d' expression viral 
recombinant comportant des sequences de regulation choisies 
parmi des sequences LTRs, comrne par exemple les sequences 
25 LTRs du virus de la leucemie de Moloney, sous la dependance 

d'un promoteur du LTR en 5' . 

De preference, la composition pharmaceutique de 
1' invention comprend comme vecteur de transport 
30 intracellulaire , tout vecteur d' expression viral 

recombinant place sous le controle de promoteurs de la 
cellule hote permettant 1' expression de la zyxine dans la 
cellule hote selon des techniques de recombinaison 
genetique bien connues de 1 ' homme du metier. 
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A titre d' exemple et de maniere non limitative, 
on peut citer des vecteurs d' expression issus d ' Adenovirus , 
de virus associes aux Adenovirus (AAV) recombinants, des 
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baculovirus ou des retrovirus recombinants, et tout 
preferentiellement un vecteur de type lentivirus 
recombinant . 

De maniere tout a fait pref erent ielle la 
composition pharmaceutique de 1' invention comprend un 
vecteur d' expression viral comportant des sequences de 
promoteurs, choisis par exemple et de maniere non 
limitative parmi le promoteur CMV, le promoteur EF1 alpha 
ou le promoteur PGK. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier, la 
composition pharmaceutique de 1' invention comprend comme 
agent actif une cellule issue d'un patient atteint d'une 
pathologie tumoral genet iquement modifiee pour exprimer le 
gene de la zyxine . 

La composition pharmaceutique de 1' invention 
est utile pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention des pathologies tumorales . 

La composition pharmaceutique de 1' invention 
est utile pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies telles que des hemopathies 
malignes associees a des anomalies chromosomiques de la 
region de localisation du gene de la zyxine 7q34/q35. 

Aussi, la composition pharmaceutique de 
1' invention est utile pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention 

d'hepatocarcinomes, de cancers neuroectodermiques , du 
sarcome de Ewing . 



L' invention concerne aussi les vecteurs 



de 



transfert intracellulaire non-viraux et viraux associes a 
1' agent actif, susceptibles d'etre utilises dans la 
composition pharmaceutique ci-dessus. 
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Un autre objet de 1' invention se rapporte a un 
vecteur viral susceptible d'etre utilise dans une 
composition pharmaceut ique definie ci-dessus. 

5 Ainsi 1' invention a pour objet un vecteur viral 

comprenant un ADNc codant pour le gene de la zyxine ou un 
fragment fonctionnel de celui-ci. 

Plus particulierement le vecteur viral selon 
10 1' invention est choisi parmi un vecteur recombinant issu 

d'un Adenovirus, un virus associe aux Adenovirus (AAV) ou 
un retrovirus. 

Un troisieme mode de realisation de 1' invention 
15 concerne une composition pharmaceut ique comprenant comme 

agent actif une cellule caracterisee en ce qu'elle est 
genet iquement modifiee pour surexprimer le gene de la 
zyxine ou un fragment fonctionnel de celui-ci. 

20 Avantageusement la surexpression du gene de la 

zyxine dans ladite cellule est obtenue soit par 
transfection d'une cellule avec des vecteurs d' expression 
comprenant un ADNc du gene de la zyxine soit par infection 
d'une cellule avez des particules virales exprimant ledit 

25 gene de la zyxine. 

De preference, la composition pharmaceut ique 
selon 1' invention comprend a titre de principe actif une 
cellule choisie parmi une cellules souche, une cellule de 
30 la moelle osseuse, une cellules hematopoietique ou une 

cellule d'hepatocarcinome genet iquement modifiee pour 
surexprimer le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel 
de celui-ci . 

35 Pref erent iellement , la composition 

pharmaceutique de 1' invention comprend comme agent actif 
une cellule CD34 + genet iquement modifiee pour surexprimer 
le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel de celui- 
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ci . 

Tout pref erent iellement , la composition 
pharmaceutique de 1' invention comprend comme agent act if 
une cellule issue d'un patient atteint d'une pathologie 
tumoral genetiquement modifiee pour exprimer le gene de la 
zyxine ou un fragment fonctionnel de celui-ci. 

L' invention a egalement pour objet une cellule 
genetiquement modifiee surexprimant le gene de la zyxine. 

L' invention a egalement pour objet une cellule 
genetiquement modifiee sous-exprimant le gene de la zyxine. 

Une telle cellule peut etre obtenue, par 
exemple, a l'aide d'un ARN antisens ciblant 1'AUG de la 
zyxine et introduit dans les cellules par 1 ' intermediaire 
d'un oligonucleotide de synthese clone dans la navette 
comprenant le vecteur de transport. 

De preference les cellules genetiquement 
modifiees selon 1' invention sont choisies parmi une cellule 
souche, une cellule de la moelle osseuse, une cellule 
hematopoietique ou une cellule d' hepatocarcinome . 

Avantageusement les cellules genetiquement 
modifiees selon 1' invention sont des cellules CD34+. 

Selon un mode de mise en oeuvre pref ere, les 
cellules genetiquement modifiees selon 1' invention sont 
issues d'un patient atteint d'une pathologie tumoral. 

L' invention concerne egalement un mammifere 
transgenique non-humain comportant au moins une cellule 
genetiquement modifiee sous-exprimant le gene de la zyxine 
ou un fragment fonctionnel de celui-ci. 

L' invention a egalement pour objet un mammifere 
transgenique non-humain comportant au moins une cellule 
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genetiquement modifie sous-exprimant le gene de la zyxine 
ou un fragment fonctionnel de celui-ci. 

L' invention concerne egalement une methode 
d' identification de composes capables de stabiliser le 
reseau d'actine du cytosquelette d'une cellule, consistant 
a detecter une reversion phenotypique de 1' expression de la 
zyxine induite par lesdits composes, caracterisee en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact des composes a tester 
avec ladite cellule, 

b) la quantification de 1' expression de la 
zyxine dans ladite cellule. 

Selon une mise en ceuvre particuliere de la 
methode de 1' invention, la quantification de 1' expression 
de la zyxine est effectuee par comparaison de 1' expression 
des ARN messagers de la zyxine dans ladite cellule en 
presence et en absence dudit compose a tester. 

Selon un autre mise en ceuvre particuliere de la 
methode de 1' invention, la quantification de 1' expression 
de la zyxine est effectuee par comparaison de 1' expression 
de la proteine zyxine dans ladite cellule en presence et en 
absence dudit compose a tester 

L' invention a egalement pour objet une methode 
de diagnostic d'une pathologie tumoral comportant les 
etapes suivantes: 

a) le prelevement des cellules d'un patient, 

b) la quantification de 1' expression de la 
zyxine dans les cellules prelevees 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
methode de diagnostic de 1' invention, la quantification de 
1 ' expression de la zyxine est effectue par mesure de 
1' expression des ARN messagers de la zyxine. 
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Selon une autre forme de mise en tsuvre de la 
methode de diagnostic selon 1' invention, la quantification 
de 1' expression de la zyxine est effectuee par comparaison 
de 1' expression de la proteine zyxine des cellules 
prelevees audits intervalles differents. 

L' invention a aussi pour objet 1 ' utilisation de 
la methode de detection d'une reversion phenotypique 
d' expression de la zyxine pour determiner 1'efficacite d'un 
traitement anti-tumoral chez un patient en mesurant 
1' expression du gene de la zyxine dans des cellules dudit 
patient obtenues a deux intervalles differents durant le 
traitement anti-tumoral de celui-ci. 

Ainsi 1' invention a pour objet une methode 
d» analyse d'un phenotype tumoral d'un patient caracterise 
en ce qu'elle comporte les etapes suivantes: 

a) le prelevement des cellules du patient a 
deux intervalles de temps differents, 

b) la quantification de 1' expression de la 
zyxine dans les cellules prelevees audits intervalles 
differents . 

c) la comparaison des deux niveaux d' expression 
pour constituer un profil differentiel phenotypique dudit 
patient . 

Selon un mode de realisation de la methode 
d'analyse de 1' invention, la quantification de 1' expression 
de la zyxine est effectue par comparaison de 1' expression 
des ARN messagers des cellules preleves audits intervalles 
differents . 

Selon un mode de realisation de la methode 
d'analyse de 1 ' invention la quantification de 1' expression 
de la zyxine est effectuee par comparaison de 1' expression 
de la proteine zyxine des cellules prelevees audits 
intervalles differents. 
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L' invention concerne egalement 1 ' utilisation 
d'une substance capable de retablir les reseaux d'actine 
d'une cellule pour la preparation d'un medicament anti- 
tumoral . 

5 

L' invention a aussi pour objet 1 ' util isat ion 
d'une telle substance pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention des hemopathies 
malignes associees a des anomalies chromosomiques de la 
10 region de localisation du gene de la zyxine 7q34/q35. 

L' invention a aussi pour objet 1 ' utilisation 
d'une substance pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention des hepatocarcinomes ou 
15 des cancers neuroectodermiques . 

L' invention a aussi pour objet 1 ' utilisation 
d'une telle substance pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention du sarcome de 
20 Ewing. 

D'autres avantages de 1' invention apparaitront 
a la lecture des travaux experimentaux effectues par la 
demanderesse decrits dans la section Materiel et methodes 
25 ci-apres et dans laquelle on fait reference aux figures en 

annexe dans lesquelles: 

- La figure 1 est un schema des interactions 
entre la zyxine et ses partenai.res cellulaires au niveau de 

30 la membrane plasmique. 

la figure 2 represente un schema de la 
construction du vecteur de transport viral associe a la 
zyxine . 

- la figure 3 montre les images des structures 
35 cellulaires revelees specif iquement . La figure 3A montre 

des filaments d'actine reveles par marquage des cellules 
avec une sonde phalloidine couplee au FITC. La figure 2B 
montre la localisation de la zyxine revelee par marquage 
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des cellules avec un anticorps anti-zyxine revele avec un 
anticorps anti-IgG de souris couple au TRITC. 

La figure 4A illustre les resultats du 
Northern blot avec la detection des ARNm zyxine, a partir 
de lOfig d'ARN total, par la sonde zyxine humaine de 250pb. 

La figure 4B est une representation 
schematique de la navette retrovirale contenant le cadre de 
lecture de la zyxine, des ARNm contenant le cadre ouvert de 
lecture de la zyxine humaine et des sondes neo/CMV et 
zyxine utilisees pour la revelation des Northern blot. 

La figure 5 illustre les resultats du 
Northern blot avec la detection de 1 ' ARNm issu du LTR 5' , a 
partir de 10/xg d'ARN total depose sur gel d' agarose 
denaturant, par la sonde neo/CMV de 1081pb. 

- La figure 6 montre les images du Western blot 
et d' immunodetection de la proteine zyxine dans les 
differentes lignees cellulaires a partir de 60^g d'extraits 
proteiques issus des differentes lignees cellulaires. 

- La figure 7 illustre les images de Western 
Blot obtenues apres immunoprecipitat ion des ext raits 
proteiques la proteine EWS-FLI-1 extraite des clones E-F 
zyxine . 

La figure 8A represente la sequence de 

1 ' antisens . 

- La figure 8B est un schema de la construction 
de la navette retrovirale exprimant 1' antisens contre l'AUG 
de la zyxine. 

- La figure 8C montre la detection par RTPCR de 
1'ARN antisens dirige contre l'AUG de la zyxine. 

- La figure 9 montre les images de Western blot 
et de 1' immunodetection de la proteine zyxine a partir de 
40jug d'extrait proteiques issus des differentes lignees 
cellulaires . 

- la figure 10 est une representation graphique 
de 1' etude comparative des variations des taux d' expression 
des genes, realisee par macro-arrays, entre la lignee 
NIH3T3 et les lignees EWS-FLI, as zyxine 1 et as zyxine 2. 

- la figure 10 illustre 1' action de la cofiline 
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dans le mecanisrae de depolymerisat ion de l'actine F . 
Materiel et methodes 

I - Correlation entre phenotype tumoral et 
sous-expression de zyxine. 

1 - Description et culture cellulaire 

L' ensemble des lignees cellulaires est cultive 
a 37°C en atmosphere humide contenant 5% de C0 2 . Mis a part 
les GP+envAml2 / elles sont entretenues dans du milieu DMEM 
(GIBCO) supplements par 10% de serum de veau nouveau-ne 
(GIBCO) et d' antibiotiques (penicilline a lOOUI/mL et 
streptomycine a lOO^g/mL) . 

La lignee EWS-FLI contient un ADNc codant pour 
la proteine de fusion EWS-FLI - Idans son genome. 
L' expression de cette proteine est selectionnee a l'aide de 
2,5/xg/mL de puromycine. 

La lignee AS-A, realisee par M. Hervy et coll., 
produit un petit ARN antisens dirige contre 1 ' ARNm codant 
pour la proteine EWS-Fli-1. Cette lignee est selectionnee, 
en plus de la puromycine, de Img/mL de geneticine. La 
geneticine permet de selectionner les cellules qui 
produisent le petit ARN antisens dirige contre 1 ' ARNm 
codant pour la proteine EWS-FLI-1. Les lignees NIH3T3 AS 
zyxine sont des cellules qui produisent un petit ARN 
antisens dirige contre l'AUG de 1 ' ARNm codant pour la 
zyxine. Elles sont cultivees dans un milieu supplements de 
geneticine a Img/mL afin de selectionner 1' expression de 
1' antisens. Les cellules GP+env Aml2, sont des cellules 
transcomplementantes capables de fournir en trans les 
proteines codes par les genes gag et pol , portees sur un 
plasmide, et env porte par un autre plasmide . Cette lignee 
est capable de produire des particules virales amphotropes . 
Cette lignee est cultivee dans un milieu contenant du DMEM 
et 10% de serum de veau fcetal (GIBCO) supplements de 
penicilline et streptomycine. Ces cellules sont 
selectionnees a l'aide d'un melange de trois 
composes (200ptg/mL d' hygromycine B, 15^g/mL d ' hypoxanthine , 
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250/zg/mL d'acide mycophenolique) pendant deux semaines 
avant transfection par la navette retrovirale. 

2 - Immunofluorescence 

Les cellules sont ensemencees sur des lames de 
verre jusqu'a ce qu' elles adherent (de 24H a 48H) . les 
cellules sont fixees avec une solution de paraformaldehyde 
3% rincees au PBS et permeabilisees avec une solution 
PBS/0,2% triton X100. Les cellules permeabilisees sont 
saturees avec une solution PBS/2%BSA. Dans le cas de 
l'immunocoloration de la proteine zyxine, les cellules sont 
incubees avec l'anticorps primaire (anti- zyxine de 
J.Wehland) dilue deux fois pendant 40 min, rincees 3 fois 5 
min au PBS et ensuite incubees avec l'anticorps secondaire 
anti IgG de souris couple au Texas Red (TRITC) pendant 40 
min. Pour 1 1 immunocolorat ion de l'actine les cellules sont 
incubees directement avec de la phalloidine couplee au FITC 
pendant 40 min. Les lamelles sont observees au microscope a 
fluorescence . 

3 - Construction : 

3.1 - Generation du vecteur pLNCX ADA 
(adaptateur) a partir du pLNCX. 

Le vecteur retroviral pLNCX contient d'une part 
les sequences LTRs et la sequence psi issues du virus de la 
leucemie murine de Moloney (MoMLV) et d' autre part le gene 
de resistance a la neomycine, conferant la resistance a la 
geneticine, sous la dependance du promoteur du LTR en 5'. 
Ce vecteur contient aussi un site de multiclonage (MCS) 
directement sous la dependance du promoteur precoce du 
cytomegalovirus (pCMV) . Le vecteur pLNCX est digere par 
Hindlll/Clal au niveau du MCS pour y inserer une sequence 
contenant deux adaptateurs qui sont capables de 
s' autoassocier de fagon complementaire . Entre ces deux 
adaptateurs, cette sequence contient d'autres sites de 
restriction uniques dont NsiJ et Sail. 
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3.2 - Generation d'un vecteur retroviral codant 
pour la zyxine humaine. 

Le plasmide pzyxine GFP contient l'ADNc codant 
pour la zyxine humaine couple en phase au gene de la "green 
fluorescent protein" GFP (donne par M. Beckerle) . 11 est 
digere par Hind III et BaruH I puis clone dans le vecteur 
PLNCX au niveau du MCS (HindH I/Bglll) ; BamHI et Bglll sont 
des sites compatibles. La digestion par Hind II/BglII 
elimine 1 ' un des deux adaptateurs, ceci empechant une 
autoassociation de l'ARN codant pour la zyxine produit par 
ce vecteur. 

Le resultat de cette construction est un 
vecteur retroviral nomme pLNCX ADA zyxine, codant pour la 
zyxine humaine sous 1 ' influence directe du pCMV. 

3.3 - Generation d'un vecteur produisant un 
antisens dirige centre la zyxine: pLNCX ADA as zyxine 

pLNCX ADA sa zyxine est un vecteur qui a la 
capacite de produire un petit ARN en structure tige boucle 
dirigee contre l'AUG de 1'ARNm codant pour la zyxine, 
directement sous la dependance du promoteur pCMV. 

La construction du vecteur est realisee en 
inserant au niveau des sites Nsil et Sal I du MCS une 
petite sequence dirigee contre l'AUG de l'ARNm de la 
zyxine . 

4 - Transf ection 

La navette retrovirale du vecteur est 
transformee en virus correspondant en transfectant le 
vecteur retroviral dans une lignee de cellule 
transcomplementante GP+envAM12 (GPA) . La lignee 

transcomplementante GPA est transfectee par la navette 
retrovirale (pLNCX zyxine ou PLNCX ADA as zyxine) en 
presence de Superfect (Qiagen) selon les recommandat ions du 
fournisseur . 

Les cellules exprimant le gene neo r sont 
selectionnees dans un milieu contenant 1/zg/mL de G418. Les 
cellules resistantes sont recueillies, amplifiees et 
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ensemencees en flacon de 75cm 2 a raison de 2.10 cellules. 
Deux jours apres, le milieu est remplace par un milieu non 
selectif. Le surnageant est recolte toutes les 24 heures 
pendant 3 jours, regroupe, aliquote et congele. Le titre 
retroviral est evalue sur les cellules NIH3T3 apres 
selection des cellules a la geneticine (1 mg/mL) . Le 
surnageant viral des cellules CPA est ensuite utilise pour 
infecter les cellules voulues avec une multiplicity 
d' infection de 1 ' ordre de 0,1. Trois jours apres 
1' infection, les cellules sent selectionnees avec l M g/mL de 
G418. Seules les cellules qui ont integre la navette 
retroviral resistent au G418 et forment des clones qui 
sont isoles et amplifies afin de produire des lignees de 
cellules permanentes. 

5- Immunoprecipitation. 

Les cellules adherentes sont trypsinees, 
culotees et rincees au PBS. Les cellules sont lysees avec 
du RIPA froid (lOtnM Tris-HCL P H7 , 4 , lOOmM NaCl , ImM EDTA, 
1% Triton X100, 0.5% Na deoxycholate , 0,1% SDS) en presence 
d'un melange de protease (Boehringer) . Apres 20min 
d' incubation sur roue a 4°C, les echantillons sont 
centrifuges 15 min a 14000 rpm. Les surnageants sont 
recuperees et la concentration en proteine est estimee par 
le test de Bradford. Un aliquot contenant 1,5 mg d'extrait 
proteique total est incube 1H30 a 4°C avec 0,2 M g 
d'anticorps dirige contre de domine C terminal de Fli-1 
(Santa Cruz SC-356) et ensuite 1 heure avec 20 M L d'un 
melange de billes d' agarose couplees a la proteine A et de 
billes couplees a la proteine G (Sigma) . Apres trois 
lavages au RIPA froid, les billes sont remises en 
suspension dans 20/xL de tampon Laemmli 2X et sont portees a 
ebullition pendant 10 min. Les echantillons sont ensuite 
analyses par un immunoblot classique utilisant pour 
incubation de l'anticorps primaire, une solution contenant 
Ifig d'anti-Fli-1 dans 5mL de TBS- 0,1% (v/v) Tween . 
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6 - Western blot 

L ' analyse du taux de production de la proteine 
zyxine est realisee par Western blot sur un extrait de 
cellule total en utilisant comme anticorps primaire, 
5 1' anticorps anti-zyxine monoclonal de souris donne par J. 

Wehland dirige contre la region situee entre le NES et les 
domaines LIM. Cette membrane est revelee par un react if 
chimioluminescent (Immunostar : Biorad) . 

10 7 - Analyse des ARN . 

7.1 - Northern blot 

L' extraction des ARN totaux des differentes 
lignees cellulaires est realisee en utilisant la solution 
de lyse RNAplus (Quantum Biotechnologie) selon les 

J5 recommandations du fournisseur. Un aliquot de 10 jig d'ARN 

total est denature dans une solution contenant 0,04 M MOPS 
pH7, 0,01m d' acetate de sodium, 2,2 M formaldehyde et 50% 
formamide. Les echantillons sont analyses sur gel d' agarose 
denature au formaldehyde et transferes sur membrane de 

20 nylon charge (Hybond N+ : Amersham Pharmacia). La membrane 

est hybridee avec une sonde d'ADNc radiomarquee au [ 32 P] 
dCTP par amorcpage aleatoire (random priming) (Prime-a-gene® 
labeling system: Promega) dans une solution de 
prehybridation contenant 5X SSC, 5X Denhart's, 0 , lmg/mL 

25 d'ADN de sperme de saumon, 0,1 mg/mL d 1 ARN - t de levure, 

0,1% SDS, 25 mM pH7 KH 2 P0 4 et 50% formamide a 42 °C toute la 
nuit . Le lendemain la membrane est rincee trois fois avec 
du SSC2X/ 0,1%SDS a temperature ambiante et une a deux fois 
a 42°C avec du 0,5 X SSC / 0,1% SDS . Les signaux de la 

30 membrane sont ensuite observes au phospholmager . 

7.2 - RT-PCR 

Les ARN totaux sont produits par la meme 
technique decrite ci-dessus. La qualite et proprete des ARN 
35 est verifiee sur gel denaturant . La ret rotranscript ion est 

realisee a 1 ' aide du kit Omniscript™ de Qiagen de maniere 
specif ique a 1 1 aide d'une amorce 20 mers LTR. Les 
conditions utilisees sont 10 ng d ' amorce LTR, 2,5 mM dNTP , 



1/xg d'ARN total supplements de 20U d'inhibiteur de RNase 
(RNAsin®) , tampon RT et 40U de transcriptase inverse. Le 
melange est incube une heure a 37°C et 5 min a 94°C. Les 
produits de RT des ADNc specifiques qui sont amplifies par 
PCR a 1'aide de deux autres amorces nominees as 1 et as 2 . 
Les conditions react ionnelles sont 0,25mM dNTP, lOOng de 
chacunes des amorces et l/20* me du produit de RT, l,5mM 
MgCl 2 , tampon Taq pol et 1U d' enzyme Taq pol (Perkin Elmer 
N801-0060) . Les cycles utilises sont 4 min 94°C et 30cycles 
(30s 94°C, 45s 61°C, 1 min 72°C) et 10 min a 72°C. 

LTR : AGATATCCTGTTTGGCCAT 

AS 1 : GCCGTGCATCATCCTGACTG 

AS 2 : CTGTTCCTGACCTTGATCTG 

8 - Test de tumorigenicite 

Les cellules provenant des differents clones a 
tester sont trypsinees, culotees et resuspendues dans du 
PBS sterile a raison de 5.10 6 cellules par mL. Un aliquot 
de 200/xL de cellules est injecte par voie sous cutanee chez 
des souris nudes agees de 6 a 8 semaines, irradiees la 
veille a 5 Gray. Les souris sont elevees dans une 
atmosphere sterile et climatisee . L ' observation du 
developpement des tumeurs est realisee chaque semaine 
durant 5 a 6 semaines. 

9 - Experience de macro-array 

La carte d' expression des ADNc "Atlas cDNA 
expression Arrays" (Clontech) est realisee selon les 
recommandations du fournisseur. Deux membranes de nylon 
identiques (n°7741-l) sur lesquelles sont deposes 588 
echantillons d 1 ADNc de souris, correspondant a 588 genes 
permet d'hybrider en parallele les ADNc des deux lignees 
cellulaires differentes. Des informations concernant les 
588 genes sont disponibles sur le site Clontech 
(http: //www. clontech.com/atlas.genelist/ search. htlm) . La 
preparation des sondes ADNc radiomarquees est realisee par 
retrotranscription avec du [ 32 P] dATP en utilisant le kit 
Clontech. L ' hybridation est realisee selon les instructions 
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du fournisseur. Les signaux sont observes au Phospholmager . 
RESULTATS 

1 - Etude du role de la zyxine dans la 
5 transformation cellulaire induite par la proteine de fusion 

EWS-FLI . 

1.1 - Etablissement de lignees EWS-FLI 
surexprimant la zyxine 

La surexpression de la zyxine dans les cellules 

10 NIH3T3 exprimant la proteine de fusion EWS-Fli (EWS-FLI) a 

ete realisee par infection en utilisant la navette 
retrovirale pLNCX . Le cadre de lecture ouvert correspondant 
a la zyxine, issu du plasmide pZyxine-GFP (figure 2), est 
introduit dans le site de muticlonage du plasmide pLNCX 

15 situe en aval du promoteur CMV. Ainsi, il a ete bbtenu le 

plasmide denomme pLNCX- zyxine qui contient les deux 
sequences LTR (5' et 3'), la sequence PSI + necessaire a 
1 ' encapsidation de l'ARN retroviral, le gene Neo R 
responsable de la resistance a la geneticine sous la 

20 dependance du LTRB'et le cadre de lecture de la zyxine 

humaine sous 1' influence du promoteur CMV (figure 2) . 

La production de virus est obtenue par 
transfection de ce plasmide dans une lignee d ' encapsidation 

25 murine amphotrope denommee GPA. Les cellules EWS-FLI sont 

infectees a l'aide du surnageant viral produit par les 
cellules GPA et selectionnees en presence de Geneticine. 

Les clones ainsi obtenus sont denommes E- 
F/Zyxine. L' etude par microscopie de fluorescence (figure 

30 3) montre que les cellules EWS-FLI ont perdu les faisceaux 

de micro filament d'actine et la capacite a s'etaler, 
caracteristiques typiques des fibroblastes transformes 
(Pollack, R et coll ; 1975, Maness, P, E; 1981) . En 
revanche, les cellules des clones E-F/ Zyxine ont 

35 partiellement recupere la structure des microfilaments 

d'actine ainsi que la capacite d'etalement des cellules 
NIH3T3 (figure 4). De plus, ces cellules ne presentent plus 
la capacite de croissance en mult icouches , typique des 
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cellules transf ortnees . En parallele de ces modifications de 
structure, on observe une relocalisation de la zyxine au 
niveau des plaques d' adherence, dans les jonctions 
intercellulaires et le long des cables de stress (figure 

3) . 

2 - Expression de 1 ' ARNm de la zyxine dans les 
cellules E-F zyxine. 

L ' analyse par Northern Blot montre que l'ARN 
codant pour zyxine est plus faiblement exprime dans la 
lignee tumorigene EWS-FLI que dans la lignee NIH3T3 (figure 

4) . Ce resultat confirme la difference d'expression 
observee precedemment , par microarrays, entre les cellules 
NIH3T3 et EWS-FLI. La taille attendue de 1 ' ARNm zyxine 
humaine issu de la navette retrovirale et exprime a partir 
du promoteur CMV (2,2 kb) (figure 4B) est identique a celle 
de 1 ' ARNm endogene de la zyxine. II est done tres probable 
que 1' augmentation de 1'intensite de la bande que l'on 
observe, dans les trois clones E-F/zyxine, soit due a 
1' expression de l'ARN zyxine exprime a partir de la navette 
retrovirale. Par ailleurs un autre ARN de taille superieure 
a 4,7kb est represents uniquement dans les ARN issus des 
clones E-F/zyxine. Cet ARN a une taille comprise entre 5,5 
et 6 kb compatible avec un ARN qui serait exprime a partir 
du promoteur situe dans la region U3 du LTR 5' (5,7 kb) de 
la navette retrovirale (figure 4B) . 

Pour verifier cette hypothese, un second 
Northern blot a ete realise en utilisant une sonde 
(neo/CMV) de 1081pb, correspondant a un fragment de 
restriction issu du plasmide pLNCX ADA zyxine, capable de 
detecter uniquement l'ARN issu du LTR 5' (figure 5) . 

Le resultat presente sur la figure 5, revele 
une hybridation uniquement dans les clones E-F zyxine. En 
se referant a la position de l'ARN 28S, observable aux UV, 
la bande detectee est positionnee au meme niveau que la 
bande indeterminee presente dans le Northern blot utilisant 



la sonde zyxine. On peut done en conclure que la navette 
retrovirale produit deux ARN contenant la sequence zyxine, 
1 ' un issu du promoteur CMV et 1' autre issu du promoteur 
present dans le LTR 5' . 

3 - Etude de la surexpression de la proteine 
zyxine exogene . 

Pour determiner si les .clones E-F zyxine 
contenant l'ARN zyxine issu de la navette retrovirale sont 
capables de produire la proteine correspondante, un Western 
blot immunorevele par un anticorps ant i- zyxine a et e 
realise. Les resultats de cette experience sont presentes 
sur la figure 6. Pour 1' ensemble des lignees, on detecte 
une bande specif ique et unique d'une proteine de masse 
moleculaire legerement superieure a 80 kDa. Cette masse 
moleculaire est en accord avec la masse moleculaire 
apparente de la zyxine (82 kDa) decrite par 
Schmeichel et al . , 1998. La sous expression de 1 ' ARNm de la 
zyxine dans la lignee EWS-Fli par rapport a la lignee 
N1H3T3 se traduit par une diminution de la proteine 
correspondante . 

De la meme fagon, la surexpression de la zyxine 
au niveau ARN des clones E-F zyxine 1, 2 et 3 se traduit 
par une restauration -du taux de la proteine zyxine proche 
de celui la lignee NIH3T3 . Ces resultats montrent done une 
correlation entre le taux d'ARN produit par les cellules et 
le taux de proteine exprimee . En conclusion, 1 7 introduction 
de l'ADNc codant pour la zyxine dans les cellules 
transf ormees EWS-FLI, permet de restaurer le taux 
d' expression de cette proteine a un niveau comparable voir 
superieur a celui des cellules parentales NIH3T3 . La 
surexpression de la proteine zyxine est tres probablement 
due a l'ARN exprime a partir du promoteur CMV. En effet, 
dans le cas de l'ARN minoritaire issu du LTR 5', le cadre 
de lecture de la phosphotransferase APH (3') II (Davies et 
Smith, 1978) , conferant aux cellules la resistance a la 
geneticine est traduit. L' absence de sequence interne 
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d' initiation de la traduction empeche done le cadre ouvert 
de lecture de la zyxine humaine, en aval, d'etre traduit . 

4 - Etude de l'expression de EWS-FLI-1 dans les 
clones E-F zyxine 

En parallele, il a ete verifie que les clones 
E-F zyxine etudies conservent l'expression de la proteine 
EWS-FLI-1, responsable du caractere tumorigene . 

Pour ce faire, une etude de l'expression de la 
proteine EWS-FLI-1 est effectuee par Western blot apres 
immunoprecipitation des extraits proteiques des clones E-F 
zyxine (figure 7) . Les resultats, presentes sur la figure 
7, montrent une detection specif ique d'une proteine de 
masse moleculaire superieure a 61 kDa. Cette masse est 
compatible avec la masse moleculaire apparente de la 
proteine EWS-FLI-1 attendue (68 kDa). Sous cette bande, 
d'autres bandes apparalssent . Elles correspondent au 
produit de denaturation de l'anticorps utilise pour 
1 ' immunoprecipitation (chaines lourdes (50 kDa) de 
l'anticorps anti Fli-1) . 

La difference d' intensite detectee en presence 
de deux quantites differentes d' extraits proteiques montre 
que la quantite d'anticorps utilise n'est pas limitante. 
Pour pouvoir comparer 1' intensite des bandes correspondant 
a la proteine EWS-FLI-1, la quantite de EWS-FLI-1 
immunodetectee par la quantite d'anticorps anti-Fli-1 
detectee a ete corrigee . Les resultats presentes sous forme 
d' histogramme (figure 7B) indiquent 1 ' absence de proteine 
EWS-FLI-1 dans la lignee NIH3T3 et une sous expression dans 
la lignee AS-A (exprimant un antisens dirige contre la 
sequence de jonction EWS-FLI) par rapport a la lignee EWS- 
FLI . Pour les clones E-F zyxine, la quantite de proteine 
EWS-FLI-1 est nettement superieure a la quantite de 
proteine detectee dans la lignee AS-A non tumorigene et 
reste comparable a la quantite presente dans les cellules 
EWS-FLI tumorigenes . 

On peut supposer que ces cellules conservent 
une quantite suffisante de proteine EWS-FLI-1 pour induire 
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des tumeurs sous cutanees chez la souris nude. Ainsi, 
1 ' eventuelle perte de tumorigenicite des clones E-F zyxine 
ne sera pas due a une diminution de 1' expression de la 
proteine EWS-FLI -1. 

5 - Etude de tumorigenicite des clones E-F 

zyxine 

La determination de 1' induction d'une perte une 
perte du phenotype malin chez la souris nude par la 
surexpression de la zyxine dans la lignee EWS-FLI est 
illustree sur le tableau 1 ci-apres. 



Tableau 1 



Developpement des tumeurs 
chez la souris nude 


Temps ecoule 

apres 
1 ' inj ection 


1 

semaine 


2 

semaines 


3 

semaines 


4 

semaines 


5 

semaines 


NIH3T3 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 


EWS-FLI 


0/4 


1/4 


4/4 


4/4 


4/4 


AS -A 


0/4 


0/4 


0/4 


0/4 


1/4 


E-F zyxine 1 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 


2/5 


E-F zyxine 3 


0/5 


0/5 


0/5 


1/5 


2/5 



Ces resultats correspondent a 1' etude du nombre 
de tumeurs developpees chez la souris nude apres injection 
sous cutanee de 10 6 cellules de differentes lignees 
cellulaires durant 5 semaines. Les cellules sont injectees 
24 heures apres 1 ' irradiation des souris a 5 Gray 

L' injection de cellules NIH3T3 n'entraine pas 
de developpement de tumeur. Cette lignee est utilisee en 
tant que controle negatif puisqu'elle est connue pour etre 
non tumor igene. En revanche, pour la lignee EWS-FLI, connue 
pour etre tumorigene, toutes les souris ont developpe des 
tumeurs entre la 2 eme et la 3 eme semaine. En ce qui concerne 
1' etude de tumorigenicite du clone E-F zyxine deux cas de 
figure peuvent se presenter, soit il n'y a pas de 



29 



developpement de tumeurs (trois souris sur cinq) soit on 
observe un retard dans le developpement des tumeurs 
d' environ deux a trois semaines (deux souris sur cinq). 
L ' analyse de ces tumeurs montre que 1 ' ADN de la navette 
retrovirale est toujours present, en revanche, 1 ' ARN 
exogene codant pour la zyxine n'a pas pu etre detecte. II 
apparait done que le developpement de tumeurs retardees, 
dans les souris, est du a une perte de 1' expression de la 
proteine zyxine exogene. 

6 - Etude de la sous expression de la zyxine 
dans 1 ' acquisition du phenotype tumoral . 

6.1 - Etablissement de lignees NIH3T3 sous- 
exprimant la zyxine . 

Etant donne 1' importance du taux d' expression 
de la zyxine dans le maintient du phenotype tumoral des 
cellules NIH3T3 transformees par la proteine de fusion EWS- 
FLI, la demanderesse a voulu determiner les consequences 
d'une diminution forcee de cette proteine dans des lignees 
cellulaires non tumorigenes. Pour ce faire, un petit ARN 
antisens ciblant 1 ' AUG de la zyxine a ete utilise (figure 8 
A) . Cet ARN antisens a ete introduit dans les cellules par 
1 ' intermediaire d'un oligonucleotide de synthese clone dans 
la navette pLNCX au niveau des sites de restriction Nsil/ 
Sail (figure 8B) 

Dans les trois clones selectionnes (en presence 
de G418 1 mg/ml) et qui ont ete denommes AS-ZYX 1, 2 et 3, 
1' expression de 1' antisens (figure 8C) s'accompagne d'une 
diminution de la proteine Zyxine (figure 9) . Cette 
diminution d' expression est du meme ordre que celle que 
l'on detectait dans les cellules NIH3T3 transformees par la 
proteine de fusion EWS-FLI. 

Cette diminution du taux d' expression de la 
zyxine dans les cellules NIH3T3 se traduit par un 
changement morphologique important des cellules. On peut 
ainsi observer une perte importante des expansions 
cytoplasmiques et d' adherence ainsi que des modifications 
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notables de la structure des filaments d'actine (figure 3). 
Ces changements morphologiques , typiques de cellules 
transformees, s ' accompagnent egalement de modifications 
dans les caracterist iques de multiplication de ces 
cellules. Ainsi, le temps de doublement de ces cellules 
(20-22 heures) est intermediaire entre celui des cellules 
transformees EWS-FLI (17-18 heures) et celui des cellules 
parentales NIH3T3 (24-26 heures). Ces donnees indiquent 
egalement que les cellules AS-zyxine, comme les cellules 
EWS-FLI, ont perdu 1' inhibition de contact. 

6.2 - Etude de tumorigenici te des clones AS- 
zyxine . 

Les tests de developpement de tumeurs chez la 
souris nude corroborent les changements morphologiques et 
les modifications de croissance observes entre les cellules 
exprimant l'antisens dirige contre la zyxine et les 
cellules NIH3T3 parentales (tableau 2) . II existe un leger 
retard dans 1' apparition des tumeurs a partir des clones 
AS-zyxine par rapport a celui que 1 ' on observe a partir de 
la lignee tumorale EWS-FLI, mais les trois clones 
developpent des tumeurs.'. La vitesse de developpement des 
tumeurs apres 1' injection de cellules EWS-FLI est egalement 
plus rapide que celle. observee suite a 1' injection des 
clones AS- Zyxine. Ces deux observations decoulent 
vraisemblablement de la vitesse de multiplication 
intrinseque des cellules. 



Tableau 2 



Developpement de tumeurs 
chez la souris nude 


lignee 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


NIH3T3 


0/4 


0/4 


0/4 


0/4 


0/4 


0/4 


EWS-FLI 


0/4 


0/4 


4/4 


4/4 


4/4 


4/4 


AS zyxl 


0/4 


0/4 


0/4 


0/4 


2/4 


3/4 


AS zyx 2 


0/4 


0/4 


0/4 


1/4 


2/4 


4/4 


AS zyx 3 


0/4 


0/4 


1/4 


1/4 


2/4 


3/4 
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Tableau 2 : Test de tumorigenicite : etude du 
nombre de tumeurs developpees apres injection sous cutanee 
chez la souris nude de 10 6 cellules de differentes lignees 
cellulaires durant six semaines. 

7 - Comparaison du profil d' expression des 
genes entre la lignee NIH3T3, et AS-zyxine . 

L ' etude comparative de 1' expression des genes, 
par la technique de " cDNA expression Arrays " , entre les 
cellules NIH3T3 et les clones AS-zyxine 1 ou 2 , montre que 
1' inhibition de la zyxine perturbe 1' expression genique . 
Dix et treize genes respect ivement ont ete identifies dans 
les clones AS-zyxine 1 et 2 dont 1' expression est modifiee 
par rapport au cellules NIH3T3 (figure 10) . Parmi ces 
differents genes, neuf sont communs aux deux clones. 

Ces genes peuvent etre regroupes en quatre 
families : les suppresseurs de tumeurs (EGR1 et p53) , les 
proteines impliquees dans la reparation (ERCC-1) , les 
proteines jouant un role dans la dif f erenciat ion et la 
croissance cellulaire (ADAP, IGFBP-4, ICE) et les proteines 
intervenant sur la matrice cellulaire (TIMP2, PN-1 et 
urokinase plasminogen activator) . De plus, neuf de ces 
genes avaient ete identifies lors de 1' analyse des profils 
d' expression entre la lignee NIH3T3 parentale et la lignee 
transformee par EWS-FLI (figure 10) . Ces resultats montrent 
tres clairement que le taux d' expression de la zyxine, dans 
les cellules utilisees, influence le processus de 
regulation genetique. 

Discusion 

Les travaux exper imentaux accomplis dans le 
cadre de la presente invention ont permis d'etablir une 
relation entre le taux d' expression de la zyxine dans les 
cellules et 1 ' acquisition ou le maintient du phenotype 
tumoral. L' etude du role de la zyxine dans la 
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transformation neoplasique a ete realisee a la suite de 
plusieurs observations indirectes : 

A) 1 ' acquisition du phenotype tumoral des 
cellules NIH3T3, suite a 1' expression de la proteine de 

5 fusion EWS-FLI dans ces cellules, ainsi que la perte de 

tumorigenicite , du fait de 1' extinction de cette proteine 
oncogene, s'accompagne de modifications morphologiques 
importantes (figure 3) . 

B) Le fait que la transformation maligne se 
10 traduit generalement par des modifications des capacites 

d' adherence et de motilite. Ces modifications sont toujours 
reliees a une destructurat ion des filaments d'actine. C) 
Parmi la dizaine de genes identifies comme etant 
directement sous la dependance de la proteine oncogene EWS- 
15 FLI, la zyxine est le seul qui joue un role dans la 

structurat ion du cytosquelet te , 1' adherence et la motilite 
cellulaire . 

Afin d'etablir un lien direct entre la zyxine 
et la transformation maligne, d'une part un vecteur 

20 permettant de retablir 1' expression de la zyxine a ete 

introduit dans une lignee tumorale (EWS-FLI) et d' autre 
part un vecteur exprimant un antisens dirige contre 1'AUG 
de la zyxine a ete introduit dans une lignee non tumorigene 
(NIH3T3) . Les resultats obtenus montrent que la 

25 restauration de 1 ' expression de la zyxine dans les lignees 

tumorales (figure 6) permet de diminuer considerablement le 
pouvoir tumorigene de ces cellules. Etant donne que la 
zyxine est une proteine tres conservee (97% d'homologie 
entre 1 ' homme et la souris) la difference de sequence entre 

30 la zyxine humaine et murine n'est tres probablement pas a 

1 ' origine de ce phenomene . 

De plus, 1' inhibition selective de 1' expression 
de la zyxine dans les fibroblastes NIH3T3 , non tumorigenes 
(figure 9), conduit a la transformation maligne de ces 

35 cellules. Plusieurs autres donnees indiquent qu' il existe 

un lien direct entre l'effet observe sur la transformation 
maligne et le taux d' expression de la zyxine. Certaines 
souris a qui 1 ' on a injecte les cellules EWS-FLI 
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surexprimant la zyxine humaine ont developpe des tumeurs. 
L ' analyse de ces tumeurs montre que le vecteur permettant 
d'exprimer la zyxine est tou jours present, en revanche 
l'ARN codant pour la zyxine humaine n'est plus detecte 
(experience non presentee). L ' analyse comparative des 
microarrays entre la lignee parentale NIH3T3 et les clones 
qui en derivent et qui sous expriment la zyxine ne permet 
pas de detecter de modifications d' expression d'autres 
proteines du microfilament telles que 1 ' a-actinine , la 
tropomyosine, l'actine ou la vinculine ou des proteines du 
cytosquelette comme la tubuline ou la vimentine (figure 
10) . 

Les resultats obtenus montrent clairement qu' il 
existe un lien directe entre le taux d' expression de la 
zyxine et la transformation maligne, bien que le mecanisme 
ne soit pas etabli. Le cytosquelette d'actine, en 
association avec la membrane plasmique, s' organise en 
domaines specialises capables d' assurer des fonctions 
specifiques dans la motilite (lamelipode) , 1'adherence 
(plaque d' adhesion) ou 1 ' interaction entre les celulles 
(plaque de jonction) . Les etudes de microscopie de 
fluorescence (figure 3) montrent que la diminution 
d' expression de la zyxine dans les cellules se traduit par 
la mise en place d'un domaine du type lamelipode au 
detriment des plaques d' adhesions et de jonctions. Les 
filaments d' actine j ouent un role essentiel dans la 
formation et le maintien de ces different s domaines, 
part iculierement dynamiques, qui necessitent la formation 
et le desassemblage concomitant de differentes structures. 
Dans ces conditions, il est evident que la deregulation 
d'un des elements intervenants dans ces structures est 
suffisant pour perturber tout le systeme . La zyxine est un 
composant structural essentiel des microfilaments et des 
plaques d' adhesion et elle influence 1 ' organisation de ces 
microfilaments (Crawford, A. W et coll.; 1992) ainsi que 
les proprietes d' adhesion (Macalma. T et coll.; 1996) et de 
motilite (Drees. B. E , et coll.; 1999) des cellules. Il est 
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done possible que les modifications de structure des 
cellules, observees lorsque la zyxine est sous exprimee, 
suffisent a rendre ces cellules tumorigenes . Les 
modifications des parametres d' adherence des cellules se 
traduisent par une modification des interactions 
cellules/environnement avec pour consequence une 
reprogrammat ion de 1' expression de genes cles responsables 
de modifications phenotypiques . II a ete ainsi observe que 
1 ' acquisition du phenotype tumoral induite, dans les 
cellules NIH3T3 , par une diminution de la proteine zyxine, 
conduit a une modification de 1 ' expression de genes 
caracterisant le phenotype invasif, notamment une sous 
expression des genes TIMP2 et Protease nexin-1 (PN-1) et 
une surexpression de 1' urokinase activateur du plasminogene 
(figure 10) . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1) Composition pharmaceutique pour le 
traitement, la prevention ou le diagnostic d'une pathologie 

5 tumorale, caracterisee en ce qu'elle comprend un agent 

actif capable de stabiliser la polymerisation du reseau 
d'actine du cytosquelette cellulaire. 

2) Composition pharmaceutique selon la 
10 revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend un 

agent actif choisi dans le groupe comprenant : 

la proteine zyxine ou un fragment 
polypeptidique de celle-ci 

- une molecule d'acide nucleique comprenant ou 
15 constitute par 1'ADNc du gene de la zyxine, un fragment de 

celui-ci ou leur sequence complementaire , ou un acide 
nucleique anti-sens de ceux-ci, 

une cellule ou un ensemble de cellules 
surexprimant le gene de la zyxine ou un fragment 
20 fonctionnel de celui ci. 

- un inhibiteur de la cofiline. 



3) Composition pharmaceutique selon les 
revendicat ions 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle comprend 

25 comme agent actif la proteine zyxine ou un fragment 

polypeptidique de celle-ci. 

4) Composition pharmaceutique selon les 
revendications 1 ou 2 , caracterisee en ce qu'elle comprend 

3 0 comme agent actif une molecule d'acide nucleique comprenant 

ou constitute par 1 ' ADNc du gene de la zyxine, un fragment 
de celui-ci ou leur sequence complementaire. 

5) Composition pharmaceutique selon les 
3 5 revendications 1 ou 2 , caracterisee en ce qu'elle comprend 

comme agent actif une cellule ou un ensemble de cellules 
surexprimant le gene de la zyxine ou un fragment 
fonctionnel de celui ci. 



6) Composition pharmaceut ique selon les 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle comprend 
comme agent actif un inhibiteur de la cofiline. 

7) Composition pharmaceut ique selon l'une des 
revendications 1 a 6 caracterisee en ce que 1 ' agent actif 
est associe a un vecteur de transport intracellulaire . 

8) Composition pharmaceut ique selon la 
revendication 7, caracterisee en ce que le vecteur de 
transport intracellulaire est choisi parmi un vecteur 
d' expression recombinant viral ou un vecteur de transport 
non-viral . 

9) Composition pharmaceut ique selon l'une 
quelconque des revendications 7 ou 8, caracterisee en ce 
que le vecteur de transport intracellulaire non-viral est 
choisi parmi un vecteur lipidique, particulaire , micro ou 
nanoparticulaire, polymere ou polyplex, ou antibiotique 
cationique . 

10) Composition pharmaceut ique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 9, caracterisee en ce que 
1 ' association entre 1 ' agent actif et le vecteur de 
transport intracellulaire est effectue au moyen de liaisons 
non covalentes . 

11) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 10 , caracterisee en ce 
que 1 ' association entre 1' agent actif et le vecteur de 
transport intracellulaire est effectue au moyen de liaisons 
chimiques covalentes . 

12) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 7 ou 8 , caracterisee en ce 
que le vecteur de transport intracellulaire est un vecteur 
d' expression recombinant viral et en ce que 1 ' association 
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1 

# 



entre 1' agent act if et ledit vecteur de transport 
intracellulaire est une integration dudit compose actif 
dans ledit vecteur d' expression viral. 



5 13) Composition pharmaceutique selon la 

revendication 12, caracterisee en ce que le vecteur 
d' expression recombinant viral est choisi parmi un 
Adenovirus, un virus associe aux Adenovirus (AAV) ou un 
retrovirus . 

10 

14) Composition pharmaceutique selon les 
revendication 12 ou 13, caracterisee en ce que le vecteur 
d' expression recombinant viral est un lentivirus ou un 
oncovirus . 

15 

15) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 5 caracterisee en ce la cellule surexprimant 
le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel de celui-ci 
est choisie parmi une cellule souche, une cellule de la 

20 moelle osseuse, une cellules hematopoietique , une cellule 

d' hepatocarcinome . 

16) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 15, caracterisee en la cellule surexprimant 

25 le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel de celui-ci 

est une cellule CD34+. 



17) Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendicat ions 2, 5, 15 ou 16, caracterisee 
3 0 en ce que la cellule genet iquement modifiee pour 

surexprimer le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel 
de celui-ci est issue d'un patient atteint d'une pathologie 
tumoral . 



3 5 18) Un vecteur de transport intracellulaire 

non-viral caracterise en ce qu' il comprend un agent actif 
defini a la revendication 2. 
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19) Un vecteur de transport intracellulaire 
selon la revendicat ion 18 caracterise en ce 1 ' agent actif 
est associe audit vecteur de transport au moyen de liaisons 
non covalentes . 

20) Un vecteur de transport intracellulaire 
caracterise en ce qu' il est constitue par un vecteur 
d' expression recombinant viral comprenant un ADNc codant 
pour le gene de la zyxine ou un fragment fonctionnel de 
celui -ci . 

21) Un vecteur de transport intracellulaire 
selon la revendication 20 caracterise en ce que le vecteur 
d' expression recombinant viral est choisi parmi un 
Adenovirus, un virus associe aux Adenovirus (AAV) ou un 
retrovirus . 

22) Une cellule caracterisee en ce qu'elle est 
genetiquement modifiee pour surexprimer le gene de la 
zyxine . 

23) Une cellule caracterisee en ce qu'elle est 
genetiquement modifiee pour sous-exprimer le gene de la 
zyxine . 

24) Une cellule selon les revendications 22 ou 
23, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi une 
cellule souche, une cellule de la moelle osseuse, une 
cellule hematopoletique ou une cellule d'hepatocarcinome. 

25) Une cellule selon 1 ' une quelconque des 
revendications 23 ou 24, caracterisee en ce qu'elle est une 
cellule CD34+. 

26) Une cellule selon l'une quelconque des 
revendications 23 a 25 caracterisee en ce qu'elle est issue 
d'un patient atteint d'une pathologie tumoral. 
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27) Un mammifere transgenique non-humain 
caracterise en ce qu'il comporte au moins une cellule 
genet iquement modifie sous-exprimant le gene die la zyxine 
ou un fragment fonctionnel de celui-ci. 

5 

28) Methode d' identification de composes 
capables de stabiliser le reseau d'actine du cytosquelette 
d'une cellule, consistant a detecter une reversion 
phenotypique d' expression de la zyxine induite par lesdits 

10 composes, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes 

suivantes : 

a) la mise en contact des composes a tester 
avec ladite cellule, 

b) la quantification de 1' expression de la 
15 zyxine dans ladite cellule. 

29) Methode d' identification selon la 
revendication 2 8 caracterisee en ce que la quantification 
de 1' expression de la zyxine est effectue par comparaison 

2 0 de 1' expression des ARN messagers de la zyxine dans ladite 

cellule en presence et en absence dudit compose a tester. 

30) Methode d' identification selon la 
revendication 28, caracterisee en ce que la quantification 

25 de 1' expression de la zyxine est effectuee par comparaison 

de 1' expression de la proteine zyxine dans ladite cellule 
en presence et en absence dudit compose a tester 

31) Methode de diagnostic d'une pathologie 
30 tumoral caracterisee en ce qu'elle comporte les etapes 

suivantes : 

a) le prelevement des cellules d'un patient, 

b) la quantification de 1' expression de la 
zyxine dans les cellules prelevees 

35 

32) Methode de diagnostic selon la 
revendication 31, caracterisee en ce que la quantification 
de 1' expression de la zyxine est effectue par mesure de 



1' expression des ARN messagers de la zyxine . 

33) Methode de diagnostic selon la 
revendication 31, caracterisee en ce que la quantification 
de 1' expression de la zyxine est effectuee par comparaison 
de 1' expression de la proteine zyxine des cellules 
prelevees audits intervalles differents. 

34) Methode d' analyse d'un phenotype tumoral 
d'un patient, caracterisee en ce qu'elle comporte les 
etapes suivantes : 

a) le prelevement des cellules du patient a 
deux intervalles differents, 

b) la quantification de 1' expression de la 
zyxine dans les cellules preleves audits intervalles 
differents . 

c) la comparaison des deux niveaux d' expression 
pour constituer un profil differentiel phenotypique dudit 
patient . 

35) Methode d' analyse selon la revendication 

34, caracterisee en ce que les intervalles correspondent a 
deux periodes differentes durant le traitement anti-tumoral 
d'un patient. 

36) Methode d' analyse selon la revendication 

35, caracterisee en ce que la quantification de 
1' expression de la zyxine est effectue par comparaison de 
1' expression des ARN messagers des cellules preleves audits 
intervalles differents . 

3 7) Methode selon la revendication 35, 
caracterisee en ce que la quantification de 1' expression de 
la zyxine est effectuee par comparaison de 1' expression de 
la proteine zyxine des cellules prelevees audits 
intervalles differents . 



38) Utilisation d'un compose capable de 
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stabiliser la polymerisation des reseaux d'actine d'une 
cellule pour la preparation d'un medicament anti - tumoral . 

39) Utilisation selon la revendication 38 pour 
5 la preparation d'un medicament destine au traitement ou a 

la prevention des hemopathies malignes associees a des 
anomalies chromosomiques de la region de localisation du 
gene de la zyxine 7q34/q35. 



10 40) Utilisation selon la revendication 38, pour 

la preparation d'un medicament destine au traitement ou a 
la prevention d' hepatocarcinomes . 



41) Utilisation selon la revendication 38 pour 
15 la preparation d'un medicament destine au traitement ou a 

la prevention de cancers neuroectodermiques . 
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42) Utilisation selon la revendication 38 pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement ou a 
la prevention du sarcome de Ewing. 
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Figure 7 
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